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3 番染色体の長腕 q21(3q21)と q26(3q26)との間の逆位もしくは転座を伴う急性骨髄
性白血病(AML)は、予後不良の白血病である。この白血病は、血小板数が正常から
高値を示すこと、骨髄中に異形成を伴う巨核球が増殖していることが特徴的である。



















に HSPC と巨核球が濃縮されていたことから、白血病発症前の 12 週齢マウスにお

























3 番染色体の長腕 q21(3q21)と q26(3q26)との間の逆位もしくは転座は、骨髄異形症
候群(MDS)や急性骨髄性白血病(AML)の原因となる。そして、3q 変異を伴う AML
は AML の 1-2%にみられ、予後不良であることが知られている 1-6。3q 異常を伴う
白血病では、2つの遺伝子すなわち EVI1(MECOM)遺伝子と GATA2遺伝子に発現の
異常が生じている。3番染色体に逆位もしくは転座が生じると、3q21に存在してい
る GATA2遺伝子エンハンサー(GATA2-distal hematopoietic enhancer : G2DHE)が 3q26












は存在していなかった。それゆえに EVI1 遺伝子と Gata2 遺伝子の発現の異常が、
どのように巨核球増多や予後不良に関係しているのかを明らかにするには、別のマ
ウスモデルが必要であった。当研究室では以前に、2つの BACクローンを組み合わ
せることにより EVI1 遺伝子と G2DHE を含む 196kb のヒト 3q21q26 逆位アリルを





















































ゲノム DNAの調整および PCR法による遺伝子型の決定  




ては 5’-TCTTTCCTGATTCCATCCACCT-3’と 5’- AGTGGCCAGATGTCAAACCA-3’
を用いた。3q21q26-tdTomato遺伝子については 5’- CCTGTACGGCATGGACGAGC-3’





tdTomato 遺伝子と Frt シークエンスを隣接させたアンピシリン(Amp)耐性遺伝子
(FrtAmp)を含む断片を作成した。tdTomto-polyA/pBS-SKプラスミドを作成するため
に、tdTomto遺伝子と polyAを BamHIと EcoRVの間に挿入した(図 1A)。FrtAmpフ
ラグメントは、pFrtAmpプラスミドを用いた PCRにより作成した( TomatoFrtAmp(f)
と TomatoFrtAmp(r)のプライマーセットは表 3 に示す)。FrtAmp フラグメントは、
In-Fusion HD クローニングキット (Clontech)を用いた相同組み換えにより
tdTomto-polyA/pBS-SK プ ラ ス ミ ド の Sal Ⅰ サ イ ト に 挿 入 し 、
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tdTomto-polyA-FrtAmp/pBSプラスミドを作成した。3q21q26-tdTomatoターゲットフ
ラグメントは、tdTomto-polyA-FrtAmp/pBS プラスミドを用いた PCR により作成し
た(3q21q26tdTomto(f)と 3q21q26tdTomto(r)のプライマーセットは表 3に示す) 。PCR
には PrimeSTAR Max DNA ポリメラーゼ(Takara)を用い、PCR産物は Gel Extraction 
Kit(QIAGEN)で純化した。 
 
3q21q26-tdTomato BACの作成  
3q21q26-tdTomato BAC を作成するために、3q21q26-EVI1 BAC9 を改編した。
3q21q26-EVI1 BAC中のEVI1遺伝子の翻訳開始点に tdTomato遺伝子を挿入するため




るために、クロラルフェニコール 25ug/mLとアンピシリン 100ug/mLを LB培地に
添加した。Amp 遺伝子を除くために、LB 培地にアラビノースを加えることで Flp
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リコンビナーゼを誘導した。BAC DNAは、Nucleo-bond BAC DNA preparation kit 
(Macherey-Nagel)を用いて純化した。純化した BAC DNAは電気穿孔による Flpリコ
ンビナーゼをすることはせず、DH10B系に形質導入した。 
 
3q21q26-tdTomato BACの評価  
相同組み換えをサザンブロット解析で確かめた(図 1C)。BAC DNAを BamHIもしく
は EcoRI の制限酵素で切断し、電気泳動しナイロン膜に転写した。ナイロン膜は、
ジゴキシゲニン (DIG)でラベルされた DNA プローブ (DIG DNA Labeling and 
Detection Kit(Roche)を用いた)で反応させ、その後、APで標識した抗 DIG抗体で反
応させ、NBT-BCIP 基質を用いて可視化した。3q21q26 BAC の鋳型とした
5’-TTCCAGGCAGGATTCAACTC-3’と 5’-TGGTGACAAATGGAAAGCTG-3’のプラ
イマーセットによる PCR産物をプローブとして利用した(図 1B	 オレンジの四角)。
Flpによる組み換えは PCRにより確認した。 
 
3q21q26-tdTomato BACトランスジェニックマウスの樹立  
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BAC DNAを PI-SceⅠの分解により直線化し、フェノール-クロロホルム抽出とエタ
ノール沈殿により純化した。直線化した BAC 構築を BDF1 受精卵に注入した。こ
のトランスジェニックマウスを C57BL/6マウスと 8世代掛け合わせ、純系化した。
ジ ェ ノ タ イ ピ ン グ は 、 5’-CCTGTACGGCATGGACGAGC-3’ と
5’-AGTGGCCAGATGTCAAACCA-3’のプライマーによる PCR で決定した。トラン
スジーンのコピー数はヒトとマウスの EVI1 遺伝子第 7 エクソンの
5’-ACAAGCCAAGACCAGCCCCTGG-3’と 5’-TGGTTTTTTCGAGGCTCAGTC-3’の










FACS AriaⅡで表面マーカーにより識別した細胞 1000 個を 1000μl の IMDM 培地
(Iscove’s MDM with 25mM Hepes) へ採取した。そのうち 250μlを 2.5mlのメソカル
ト GF M3434(Stem Cell Technologies)へ添加し混合した後、シリンジと 18G針を用い
て 1mlずつ 3cmディッシュ(２枚)へまいた。メソカルト GF M3434には、あらかじ
め Stem cell factor, IL-6, IL-3, Erythropoietin, Transferrinを加えた。１週間後にコロニ
ーカウントを行い、コロニー形成能を評価した。さらに、コロニー形成がみられた
ものは 1.7mlの IMDM培地を加えてピペッティングを行い回収する操作を３回繰り









行った後、FACS AriaⅡ、FACS Verseを用いて FACS解析を行った。抗体のリスト





















































































































































































た 3ml の HISTOPAQUE-1083 の上に乗せ、1500rpm で 30 分間遠心した。中間に浮
遊する分離された白血球の層を 1000ulのピペットマンで 3回取り出し(計 3ml)、6ml
の PBSを入れた 15mlチューブに入れ、1500rpmで 5分間遠心した。上清を除いて





FACS AriaⅡで表面マーカーにより識別した細胞 10,000 個を 1ml セパゾール RNA 
Ⅰ Super G(ナカライテスク)へ採取し、全 RNAを精製した。cDNA合成は ReverTra 
Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover(TOYOBO)を用いて行った。定量的リア
ルタイム PCR は Quanto Studio 6 Flex Real time system を用いて行い、試薬は
THUNDERBIRD Probe qPCR Mix(TOYOBO)及び KAPA SYBR FAST qPCR Kit Master 
Mix Universal(KAPA	 BIOSYSTEMS)を用いた。プライマーの配列は表 2に示した。
ヒト EVI1 遺伝子のプライマー、プローブは Life Technologies 社の Taqman® Gene 
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EVI1 BACアリルの EVI1遺伝子のエクソン 3翻訳開始点に tdTomato遺伝子を挿入
した 3q21q26-tdTomato BACを作成した(図 1A)。サザンブロットにより相同組換を
確認した(図 1C)。BACを受精卵に注入し 3ラインを得た(line A, B, C)。形質導入さ
れたコピー数を qPCR で確認したところ、2-5 コピーであった(図 1D)。以下の実験
では、3コピーの導入遺伝子を持つ line Aのマウスを用いた。3q21q26-tdTomatoマ
ウスにおいて tdTomato 蛍光の発現を解析したところ、LSK 分画で最も高く次いで
LK分画で高く、B220+細胞でやや高い一方で Gr1+細胞や CD19+細胞で発現が低か
った(図 2)。これは 3q21q26マウス(line B)において BAC由来 human EVI1の発現を
 23 









得た(以下、Gata2+/gfp::Tom マウスとする)。Gata2+/gfpマウスは、内因性 Gata2 遺伝
子の第 2 エクソンに GFP 遺伝子が挿入されているので、Gata2 遺伝子の代わりに
GFPが発現する 20。EVI1遺伝子の高発現による影響も調べるため、Gata2+/gfp:: Tom
マウスと 3q21q26- EVI1マウスをかけ合わせて 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウス
を得た。3q 白血病の発症メカニズムを明らかにするために、白血病発症前である
12 週齢の Gata2+/gfp::Tom マウスと 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tom マウスの骨髄細胞
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を解析した。tdTomato と GFP の発現には相関が見られ、G2DHE による EVI1 遺伝
子の発現は Gata2遺伝子の発現と相関することが示唆され、さらに tdTomatoと GFP
の両方を高く発現している細胞集団が存在していることが分かった(図 3A)。このこ
とから、tdTomatoと GFPの発現の高さで High, Low, Negative群で分割した。それぞ
れの細胞群で EVI1 遺伝子 mRNA と Gata2 遺伝子 mRNA の qPCR を行った。EVI1
遺伝子は 3q21q26-EVI1由来の human EVI1遺伝子とマウス内因性 Evi1遺伝子の合
計であるが、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウスの High細胞群では tdTomato蛍光
が高値であると共に EVI1遺伝子の発現も高くなっていることを確認した(図 3D左)。
また、Gata2+/gfp::Tom マウスと 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tom マウスにおいて High
細胞群では GFP 蛍光が高値であると共に Gata2 遺伝子の発現も高くなっているこ
と を 確 認 し た ( 図 3D 右 ) 。 Gata2+/gfp::Tom マ ウ ス に 比 べ て
3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウスでは、High, Low群で骨髄細胞数が増加してお







グしてコロニーアッセイの実験を行った。培地は SCF, IL-3, IL-6を含み、7日毎に
コロニー数をカウントし、コロニーが生えていた場合はリプレーティングした。1
週後では、Gata2+/gfp::Tom マウスと 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tom マウスの High 細
胞群でコロニー形成が見られた(図 4A. 1stの緑の棒グラフ(Gata2+/gfp::Tom)と青の棒
グラフ(3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tom))。これらの細胞群に連続的な複製能があるの
か を 確 か め る た め に リ プ レ ー テ ィ ン グ を 行 っ た と こ ろ 、
3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tom マウスの High 細胞群は少なくとも 4 週後まで複製能
を有していることが示された(図 4A, 青い棒グラフの 2nd, 3rd, 4th)。一方で、
Gata2+/gfp:: Tomマウスでは 2週後の時点でコロニーはほとんど形成されなくなって




過程で High 細胞群の tdTomato(EVI1)と GFP(Gata2)の発現はどうなっているのかを
確かめるために、コロニーを回収しフローサイトメトリー解析した（図 4B）。これ
を数値化したところ、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウスの High細胞群は、1週後
に EVI1-/Gata2- Highの割合が約 50%と低下した(図 4C. 青のドット Passage number 
1)が、2 週後から 4 週後にかけては約 70%で維持されていた(図 4C. 青のドット
Passage number 2,3,4)。一方で、Gata2+/gfp:: Tomマウスの High細胞群コロニーは 1
週後のEVI1-/Gata2- Highの割合が約 30%に低下していた(図 4C. 緑のドットPassage 





個をまいた。図 4E, 1段目で見られていた Low/Negative分画が、1週間後の図 4F,1
段目には見られなくなっていたが、これは Gr1+細胞に分化した細胞は連続的なコ
ロニー形成能を失うためと考えた。High 分画中の CD41+CD61+巨核球は 4 週に渡
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って維持されており、EVI1遺伝子の高発現と Gata2遺伝子の発現が巨核球を維持し
たと考えられた。図 4E, 4Fにおいて、High分画でも c-Kitの発現がないのは、培地
に stem cell factorが含まれており、その受容体である c-Kitがダウンレギュレーショ
ンしたためと考えた。 
以上から、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tom マウスの High 細胞群は、G2DHE による
EVI1 の発現と Gata2 の発現を高く保った状態で連続的にコロニーを形成できるこ
とが示され、このことから細胞集団が白血病の起源となっていると考えられた。 
 









存在しており (それぞれ図 6A, 7A, 8A)、単球 (CD3-B220-CD115+)も多くは
Negative/Low細胞群に存在していた(図 6A)。HSPCがどこに含まれているかを見る
ために c-Kitと Sca1で染色したところ、LSK,LKは High細胞群に含まれていた(図
9A)。また、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウスの LSKは Gata2+/gfp::Tomマウスに
比べて、より High細胞群に濃縮されていた(図 10B)。また、CD41+CD61+細胞の c-Kit
の発現を見たところ c-Kit(-)細胞を含んでいることから、幹細胞ではなく巨核球と考










12週齢の4種類のジェノタイプマウス：WT, Gata2+/gfp , 3q21q26-EVI1, 3q21q26-EVI1:: 
Gata2+/gfpを用いて骨髄細胞の解析を行った(図 11)。LSK は大部分が High 細胞群に
含まれていた(図 9A,10B)ことから、LSKを解析することとした。マウス骨髄細胞を
Biotin - Gr1, Mac1, CD3e, CD4, CD8, CD19, Ter119で染色し、解析するときには成熟
骨髄球、成熟リンパ球、成熟赤芽球を除いてから展開した（図 12A）。3q21q26-EVI1
マウスと 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfpマウスにおいては、WTマウスと Gata2+/gfpマウス
と比べて、LSK の細胞数が著明に増加しており(図 12B 上段、図 12C )、このこと
から、G2DHEによる EVI1遺伝子の高発現は HSPCを増加させることが示された。
次に、LSK内を HSCとMPPに分けて(図 12B中段、下段)、それぞれの分画の細胞














MPP4 は減少することが示された。3q21q26-EVI1 マウスと 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp





High 細胞群は HSPC に加えて巨核球が含まれていることから(図 10C)、次に EVI1
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遺伝子とGata2遺伝子の発現の異常が巨核球分化に影響を与えているのかを調べた。
3q21q26-EVI1 マウスと 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfpマウスでは、WT マウス、Gata2+/gfp
マウスと比べて、骨髄中の巨核球・赤芽球前駆細胞(MEP)と巨核球(CD41+CD61+)
の細胞数が増加していた(それぞれ図 14A下段と 14C、14B上段と 14D)。また、巨





スと 3q21q26-EVI1:: Gata2+/gfpマウスでは、ヒト 3q白血病に特徴的な巨核球と血小
板の増加というフェノタイプ 11,12を再現できていると考えられた。 
 




で同程度であり(図 15A と 15B)、末梢血の赤血球数は 3q21q26-EVI1 マウスと
3q21q26-EVI1:: Gata2+/gfpマウスでやや減少していた(図 15C)。好中球(Ly6G+)数と単
球(Ly6G-CD115+)数はすべてのジェノタイプで同程度であった(それぞれ図 16A 中
段と 16B、図 16A下段と 16C)。Bリンパ球(B220+CD19+)の細胞数は、WTマウス、
Gata2+/gfpマウスと比べて3q21q26-EVI1マウスと3q21q26-EVI1::Gata2+/gfpマウスで著
しく減少していた(図 17A と 17C)。B220+CD19-分画には B リンパ球に分化傾向の
あ る 細 胞 の 他 に 形 質 細 胞 様 樹 状 細 胞 (pDC) も 含 ま れ る の で 24 、
pDC(B220+CD19-CD11c+Gr1+)分画の細胞数の変化も調べた。 pDC 細胞数は
3q21q26-EVI1マウスと 3q21q26-EVI1:: Gata2+/gfpマウスで減少していた(図 17B下段














Gata2, Gata1 の mRNA 発 現 量 を 解 析 し た 。 3q21q26-EVI1 マ ウ ス と
3q21q26-EVI1::Gata2+/gfpマウスでトランスジーンによるEVI1遺伝子の高発現がみら
れ(図 19A)、3q21q26-EVI1マウスではそれに伴う Gata2遺伝子発現の上昇が見られ
た(図 19B)。3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp マウスでは、3q21q26-EVI1 マウスと比較して
Gata2 遺伝子発現の低下傾向がみられたが、有意差は見られなかった(図 19B)。こ















の骨髄に占める CD41+細胞の割合は 10 匹の平均で 1.97%であったことから、白血
病マウスを骨髄に占める巨核球の割合で、High (10%以上) -, Medium(2-10%)-, 
Low(2%未満 )-Megakaryocyte に分けたところ、 3q21q26-EVI1 マウスでは、
High-Megakaryocyte白血病が 25匹中 1匹(4%)であったが、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp
 35 
マウスでは 25 匹中 6 匹(24%)が High-Megakaryocyte 白血病であった（図 20B）。ま
た、骨髄中の巨核球の細胞数の平均値は 3q21q26-EVI1 マウスで 7.07×105 個、





べるために、 3q21q26-EVI1 マウスの Low-Megakaryocyte 白血病 (n=21)と
High-Megakaryocyte 白 血 病 (n=1) 、 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp マ ウ ス の








に合致していた。しかしながら、 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp マウスの Low-と
High-Megakaryocyte白血病を比べた場合に発症までの差は見られなかった。 
 












マーカーである c-Kit の発現を見たところ、CD41-B220+Gr1-分画で c-Kit の発現が




CD41+CD61+B220-Gr1-, CD41-B220+Gr1-, CD41-B220-Gr1+, CD41-B220-Gr1-分画そ
れぞれの EVI1遺伝子と Gata2遺伝子の発現を調べた(図 22E)。CD41+CD61+巨核球
において、EVI1 遺伝子と Gata2 遺伝子の発現が最も高く、CD41-B220+Gr1-分画で
も EVI1遺伝子と Gata2遺伝子の発現が高くなっていた。一方で、CD41-B220-Gr1+










































した図 10Bにおいて、GFPの発現が highでない細胞が 20-30%存在するが、LT-HSC
や ST-HSCの GATA2発現に heterogeneityがあると考えている。従来、造血幹細胞・
前駆細胞における転写因子発現解析は細胞集団の平均値で行われていたが、近年
single cell の遺伝子発現解析が行われるようになり、造血幹細胞・前駆細胞の転写












CD41が myeloid-biased adult hematopoietic stemのマーカーとなるとの報告もある。










12週齢の 4つのジェノタイプマウス(WT, Gata2+/gfp , 3q21q26-EVI1, 3q21q26-EVI1:: 
 42 
Gata2+/gfp)の骨髄・末梢血の解析を図 3,4 に示した。12 週齢の時点では、EVI1 高発
現の影響が顕著にみられている。血球の分化に及ぼす影響は図 4Lに示したように、


















































































CXCL4(platelet factor 4)や TGF-β(transforming growth factor β1)を分泌して HSCを
休止状態(homeostatic quiescence)に保つ働きがある 36,37。また、化学療法といったス
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Epitope Conjugate Clone Company 
B220 PE-Cy7 RA3-6B2 TONBO 
B220 APC-Cy7 RA3-6B2 BD 
CD19 Biotin 1D3 TONBO 
CD19 BV510 1D3 BD 
Gr1 BV510 RB6-8C5 BioLegend 
Gr1 Biotin RB6-8C5 eBioscience 
Ly6G BV510 1A8 BD 
CD115 APC AFS98 BioLegend 
CD41 PE MWReg30 BD 
CD41 APC MWReg30 BioLegend 
CD61 BV421 2C9.G2 BD 
CD71 BV421 RI7217 BioLegend 
Ter119 APC TER-119 BD, eBioscience 
Ter119 Biotin TER-119 eBioscience 
c-Kit APC-eFluor 780 2B8 eBioscience 
Sca1 PE-Cy7 D7 BD 
Flt3 BV421 A2F10 BioLegend 
Flt3 PE A2F10 BioLegend 
CD150 APC TC15-12F12.2 BioLegend 
CD48 PE HM48-1 BioLegend 
CD48 BV510 HM48-1 BD 
CD3e Biotin 145-2C11 eBioscience 
CD3 APC-Cy7 17A2 BioLegend 
CD4 Biotin GK1.5 BioLegend 
CD8 Biotin 53-6.7 BioLegend 
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Mac1 Biotin M1/70 eBioscience 
CD34 BV421 RAM34 BD 
FcγR II/III BV510 2.4G2 BD 
CD11c PE-Cy7 N418 BioLegend 
streptavidin PerCP – BioLegend 




Gene Forward primer Reverse primer 
EVI1 ACAAGCCAAGACCAGCCCCTGG TGGTTTTTTCGAGGCTCAGTC 
Gata2 CCTGGTTCCCAAGACACAGTAG GGGTGCTGCGCATTCAATAC 
Gapdh TGCACCACCAACTGCTTAG GGATGCAGGGATGATGTTC 
 
 









































図 1.  3q21q26-tdTomato BAC トランスジェニックマウスの樹立 
(A) tdTomato蛍光が EVI1遺伝子の翻訳開始点に挿入されており、G2DHEにより
tdTomato蛍光が発現する。(B) 3q21q26-tdTomato BAC構築。EVI1 3rd エキソン
の翻訳開始点に tdTomato遺伝子を挿入した。プローブ（オレンジの四角）と制限









































図 2. 3q21q26-tdTomato レポーターマウスは G2DHE による EVI1 遺伝子
の発現をモニターできている 
tdTomato蛍光の発現を解析したところ、LSK分画で最も高く次いで LK分画で高

























図 3. 白血病発症前から、3q21q26-EVI1 ::Gata2+/gfp::Tom マウスの骨髄に
tdTomato と GFP の両方を高く発現している細胞集団が蓄積している 
(A) 白 血 病 発 症 前 で あ る 12 週 齢 の Gata2+/gfp:: Tom マ ウ ス と
3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウスの骨髄細胞を tdTomatoと GFPで展開した
ところ、どちらのマウスでも tdTomato-/GFP- High の細胞集団が存在していた。














































































図 4. 3q21q26-EVI1 ::Gata2+/gfp::Tom マウスの High 細胞群は連続的コロ
ニー形成能を有する 
(A) Gata2+/gfp:: Tomマウス、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウス共に、Negative




い棒グラフの 2nd, 3rd, 4th)。(B) コロニーを回収し、フローサイトメトリー解析
した。Gata2+/gfp:: Tomマウスの High細胞群では、1週後には tdTomatoと GFP
の発現が減弱するが、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウスの High細胞群は 4週
後まで tdTomatoと GFPの発現を高く保っていた。(C) Gata2+/gfp:: Tomマウスの
High細胞群コロニーは 1週後のEVI1-/Gata2- Highの割合が約 30%に低下してい
た（緑のドット Passage number 1）が、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウスの
High細胞群は、1週後に EVI1-/Gata2- Highの割合が約 50%と低下した（青のド
ット Passage number 1）後、2週後から 4週後にかけては約 70%で維持されてい














































図 4.  
(D) Gata2+/gfp:: TomマウスのHigh細胞群をまいて１週間後にコロニーを回収して
FACS解析を行った。 
1 段目： Gata2+/gfp:: Tom マウスの High 細胞群はコロニー形成能を有するが、
tdTomato(EVI1)と GFP(Gata2)の発現は減弱する。 
2 段目：コロニーの High 分画と Low/Negative 分画それぞれについて CD41 と
CD61の発現を見たところ、巨核球は High分画に存在していた。 
3段目：CD41-分画と巨核球について、それぞれ B220, Gr1, c-Kitの発現をみた。





















































図 4.  
(E) 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウスの High細胞群をまいて１週間後にコロ
ニーを回収して FACS解析を行った。 
1段目：1週間後は tdTomato(EVI1)と GFP(Gata2)の発現は低下する。 
2段目：巨核球はコロニーの High分画に存在する。 























































図 4.  
(E) 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::TomマウスのHigh細胞群をまいて 2週間後にコロ
ニーを回収して FACS解析を行った。 

























































図 4.  
(F) 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウスの High細胞群をまいて 3週間後にコロ
ニーを回収して FACS解析を行った。 


























































図 4.  
(G) 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::TomマウスのHigh細胞群をまいて 4週間後にコロ
ニーを回収して FACS解析を行った。 









































図 5. Gata2+/gfp:: Tom マウス、3q21q26-EVI1 ::Gata2+/gfp::Tom マウス共
に、High 細胞群には巨核球(CD41+CD61+)が濃縮されている 
(A) Gata2+/gfp:: Tomマウス、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウスそれぞれにお






















図 6. 好中球は大部分が Negative/Low 細胞群に含まれ、単球も多くは
Negative/Low 細胞群に含まれる 
(A) Gata2+/gfp:: Tomマウス、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウスそれぞれにお











































図 8. 赤芽球は大部分が Negative/Low 細胞群に含まれる 
(A) Gata2+/gfp:: Tomマウス、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウスそれぞれにお




























図 9. LSK,LK は High 細胞群に含まれる 
(A) Gata2+/gfp:: Tomマウス、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウスそれぞれにお















































図 10. EVI1-/Gata2- High 細胞群は、HSPC と巨核球を豊富に含む 
(A) Gata2+/gfp:: Tomマウス、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tomマウス共に、成熟し
た血球のうち、単球、好中球、Bリンパ球、赤芽球は High細胞群にほとんど含ま
れないのに対して、巨核球は High細胞群にも含まれる。(B) Gata2+/gfp:: Tomマウ
ス、3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp::Tom マウス共に、造血幹細胞・前駆細胞の大部分






























図 11. マウスモデル 
EVI1遺伝子の高発現と Gata2遺伝子のハプロ不全の影響が単独で、または協調し
て白血病発症に及ぼしている影響を調べるために、12 週齢の 4 つのジェノタイプ






































図 12. 3q21q26-EVI1 マウスと 3q21q26-EVI1:: Gata2+/gfpマウスでは、
LSK の細胞数は著明に増加する 
 (A) 骨髄細胞を Biotin - Gr1, Mac1, CD3e, CD4, CD8, Ter119, CD19で染色し、
解析するときには成熟骨髄球、成熟リンパ球、成熟赤芽球を除いてから展開した。






























図 13. 白血病発症前から、G2DHE により誘導される EVI1 遺伝子の高発現
により、MPP2（巨核球系・赤芽球系への分化傾向を示す前駆細胞）と MPP3
（骨髄球への分化傾向を示す前駆細胞）の増殖が見られる 
図 12 で細分化した LSK 内の各分画について、(A)LSK に占める各分画の割合(%)
と(B)各分画の細胞数。（両大腿骨と両脛骨から得られた骨髄細胞のうち生存細胞数）



































図 14. G2DHE による EVI1 遺伝子の高発現は、12 週齢の時点で巨核球と
血小板の産生を促進させている 
12週齢マウスの解析 (A,C) EVI1遺伝子の高発現はMEPを増加させる。(B上段,D) 
EVI1遺伝子の高発現は巨核球数を増加させる。(B下段,E) EVI1遺伝子が高発現し


































図 15. EVI1 遺伝子の高発現により、白血病発症前から貧血を呈している 
12 週齢マウスの骨髄の解析 (A,B) 骨髄中の赤芽球数はすべてのジェノタイプで同



























図 16. 12 週齢マウスの骨髄において、4 ジェノタイプ間で好中球数と単球数
に差は見られなかった。 
12週齢マウスの骨髄の解析 (A中段,B) 好中球数は 4ジェノタイプで同程度であっ




















































図 17. 白血病発症前から EVI1遺伝子の高発現はリンパ球産生の抑制に働い
ている 
12週齢マウスの解析 (A,C) 3q21q26-EVI1マウスと 3q21q26-EVI1:: Gata2+/gfpマ
ウスで、B リンパ球の細胞数は著しく減少する。(B,D) 3q21q26-EVI1 マウスと
























































図 19. Gata1 の巨核球形成への関与は不明である。胎児肝臓からトロンボポエ
チンによって培養した巨核球（CD41+細胞）を用いて EVI1, Gata2, Gata1の mRNA
発現量を解析した。(A) 3q21q26-EVI1マウスと 3q21q26-EVI1::Gata2+/gfpマウスでト
ランスジーンによる EVI1 遺伝子の高発現がみられた。(B) 3q21q26-EVI1 マウスで
はそれに伴う Gata2 遺伝子発現の上昇が見られた。3q21q26-EVI1::Gata2+/gfpマウス




















図 20. EVI1遺伝子の過剰発現と Gata2遺伝子のハプロ不全を再現した場合
に、巨核球と血小板の増多を伴う白血病を発症する 
(A)末梢血の血小板数。3q21q26-EVI1 マウスでは同週齢の WT マウスと比べて、
ほとんどのマウスで血小板が低値であったのに対し、3q21q26-EVI1:: Gata2+/gfpマ
ウスでは血小板が低値のマウスの他に正常〜高値のマウスも存在していた。(B) 
3q21q26-EVI1 マウスでは、High-Megakaryocyte 白血病が 25 匹中 1 匹(4%)であ
























図 21. 3q21q26-EVI1 ::Gata2+/gfpマウスHigh-Megakaryocyte白血病の発










































た。(E) 各分画の EVI1 遺伝子の mRNA とマウス内因性 Gata2 遺伝子の mRNA
の発現量について、B220+Gr1-CD41-（赤）を 1 として B220-Gr1+CD41-（オレ
ンジ）、B220-Gr1-CD41-（緑）、B220-Gr1-CD41+CD61+（青）を示す。EVI1 遺
伝子と Gata2遺伝子の mRNA量は GAPDHで補正した。CD41+CD61+巨核球と
CD41-B220+Gr1-分画において EVI1 遺伝子と Gata2 遺伝子の発現が高く、
CD41-B220-Gr1+分画では低かった。    
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図 24. 3q21q26-EVI1 マ ウ ス の 巨 核 球 増 多 型 白 血 病 は 、
3q21q26-EVI1 ::Gata2+/gfpマウスの巨核球増多型白血病と類似していた 
(A) 末梢血スメア像。3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp マウスの巨核球増多型白血病と同
様に大きい核と青い細胞質を持つ芽球様細胞（白い矢印）、分葉核を持つ骨髄球様
細胞（黄色い矢印）、大きい核と淡青で不定型の細胞質を持つ巨核球様細胞（黒い
矢印）、巨大な血小板（矢印）が観察された。(B)骨髄細胞のフローサイトメトリー。
3q21q26-EVI1::Gata2+/gfp マウスの巨核球増多型白血病と同様に CD41+CD61+巨
核球、CD41-B220+Gr1-細胞、CD41-B220-Gr1+細胞が混在していた。 
 
 
